











rapidly  issued  49  emergency  use  authorizations  (EUAs)  for  SARS‐CoV‐2  in  vitro  diagnostic  test‐kits.  A 
critical metric in the performance evaluation for a diagnostic test kit is the analytical sensitivity, which is 
measured by the limit of detection (LOD). Commercial RNA stocks with known titers are used to determine 
LOD. We  identified a  problem with  the  titer  reported for  the  commercial  stocks when  examining  the 
analytical  sensitivity  of  the  reverse  transcription  quantitative  PCR  (RT‐qPCR)  protocol  that  is 
recommended  by  the  Centers  for  Disease  Control  and  Prevention  (CDC)  using  plasmid  DNA  from 
Integrated DNA Technologies (IDT), synthetic RNA from BEI Resources (BEI), and extracted genomic RNA 
from BEI. We detected 3/3 positives  for  reactions  containing  synthetic  RNA at  a  concentration of  0.1 
copies/reaction (based on the supplier’s label concentration). The apparent better‐than‐single‐molecule 









Such deviations  of  reported RNA or DNA  stock  concentrations  from  true  concentrations  can  result  in 
inaccurate quantification and calculation of LOD. Precise and accurate reporting of DNA and RNA stock 
concentrations by commercial suppliers will enable accurate quantification of assay performance, which 




 . CC-BY 4.0 International licenseIt is made available under a 
 is the author/funder, who has granted medRxiv a license to display the preprint in perpetuity. (which was not certified by peer review)










The  application  to  receive  an  EUA  requires  a  description  of  the  assay  and  an  evaluation  of  its 
performance.[5] A key metric in evaluating assay performance is the analytical sensitivity, which describes 
the ability of a test to detect very low concentrations of the target analyte. Analytical sensitivity is typically 






RNA  from  SARS‐nCoV‐2,  isolate  USA‐WA1/2020  from  BEI.  In  a  well‐functioning  assay  (i.e.,  perfect 
transcription  of  RNA), we would  expect  to  observe  the  same  LOD  for  all  3  stocks.  Instead,  using  the 
quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (RT‐qPCR) protocol  recommended by  the 
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of  the CDC assay, we  re‐quantified  the NA stocks using an RT‐dPCR protocol  (Bio‐Rad dPCR EvaGreen 
Supermix with added WarmStart Rtx (NEB) (Fig. 2). We first ran 16 no‐template controls and measured an 
average background concentration of 1.9 ± 1.0 copies/µL. We defined the assay detection limit (99.7% 
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reverse  transcriptase)  and  observed  that  the  signal  was  below  background  levels,  which  is  expected 
because no amplification should occur in an RNA sample in the absence of reverse transcriptase. Using 
the  dilution  for  which  we  expected  2000  copies/µL  (based  on  the  label  concentration),  we  actually 
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corresponding  to 3  copies/reaction predicts  an  expected  value  (most  likely)  of  95% positives.  For  the 
tested concentrations measured by RT‐dPCR to be near 1 copy/reaction with an expected value of 63% 
positives,  we  observed  30%,  80%,  and  60%  positives.  Lastly,  for  the  lowest  tested  concentrations 
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using  RT‐dPCR,  the measured  concentration  of  plasmid  DNA  (IDT,  lot  508728)  was  11%  of  the  label 
concentration. For synthetic RNA (BEI), the measured concentration by RT‐dPCR was 770% of the label 
concentration  for  lot 70033953, whereas  it was 57% of  the  label  concentration  for  lot 70034198.  For 
genomic RNA (BEI), the measured concentration by RT‐dPCR was 240% of the label concentration for lot 
70033700  and  300%  of  the  label  concentration  for  lot  70033320.  An  underreporting  of  the  stock 
concentration could lead to an artificially improved LOD for a diagnostic assay. Such discrepancies in how 
NA suppliers quantify  their  stock can  introduce significant biases and  impair proper development and 
evaluation of in vitro diagnostics being considered for regulatory approvals and mass production. 
The inaccurate quantification of the SARS‐nCoV‐2 genomic RNA concentration is concerning because our 
analysis of EUA documents  indicated that this RNA stock (BEI, NR‐52285) has been used  in at  least 11 
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was the supplier. Of the kits that used BEI genomic RNA, the majority did not report the lot or starting 
stock concentration (which could be used to deduce the lot number).  














(IDT; Coralville,  Iowa, USA; Cat#148365270,  Lot  0000508728;  2x105  copies/µL). Quantitative  Synthetic 
RNA  from  SARS‐Related  Coronavirus  2,  NR‐52358  (Lot  70033953,  5x105  genome  equivalents/µL;  Lot 
70034198, 2.9x105 genome equivalents/µL) and Genomic RNA from SARS‐Related Coronavirus 2, Isolate 
USA‐WA1/2020,  NR‐52285  (Lot  70033700,  5.5x104  genome  equivalents/µL;  Lot  70033320,  4.8x104 









wells.  The 96‐well  plate was  sealed  (Microseal B, MSB1001, Bio‐Rad) and  spun briefly  in a Mini Plate 
Spinner Centrifuge (14‐100‐141, Fisher Scientific) to bring down droplets. Thermocycling and real‐time 
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Template was added at 10% of the reaction mix and the original concentration calculated from the dilution 
series. All samples were made to 50 µL and duplicates were run by adding 22 µL to two sample wells in 
the DG8 Cartridge  (1864008,  Bio‐Rad).  Dilutions were  quantified  using  the QX200  droplet  digital  PCR 
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